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論 文 内 容 要 旨
日本脳炎 ウィルスに対す る
マウスの遺伝的抵抗性に関す る研究
日本脳炎 ウイル ス(JEVと 略す〉は ヒ ト・ウマに感染 して脳炎 をおこ し、
ブ タで死流産、造 精機能障害の原因 とな る。本ウ イル スは 自然界では各種の
動物 に感染 するが、脳炎の発生 は限 られだ種の一部の個体 にのみ認め られ る
ため、その感受性には遺伝的素因が関与す るものと推察されて きた。 しか し、
これを実証 しだ研究 はな く、本 ウイルスの実験に常用 されるマウスにおいて
も、その感受性の系統 問差についての知見 は乏 し く、その遺伝的支配 に闘 す
る研究 は皆無で あった。そ こで著者 はこれを実証 するだめ本研究を企図 し、
まず強毒JEVの 末梢接種 に対する感受性の異 るマウス系統の存在を確め
(第1章)ぐ ついでその系統問差に関わ る機構 を検索 し(第2、 第3章)、
最後 に抵抗性因子の遺伝様式 について検討 した(第4章).
以下 にその知見の概要 を述べる。
1.供 試JEVの 病原 性
本 研 究 に先 立 ち、 まず それ に終 始 供 試 す るJEV(AS-6株)の 腹 腔 内
接 種 に よる病原 性 をC3}1川eマ ウス を用 い て確 め た 。そ の結 果 、 マ ウ スの 多
くは接 種量 に応 じて 、5日 か ら13日 の 潜 伏期 を経 て 発症 し、一 定 の 神経 症
状 を呈 し、回 復 す るこ とな く、平 均4日 後 に致 死 した。 このJEVのLD5巳
は102・8TCIDsgと 低 く、 そ の病 原性 は野 外流 行 株 同様 に強 い もの と考 え ら
れ た。 また一 部 の マ ウ ス は末 発 症 の ま ま生 残 したが 、 このマ ウス に は全 て抗
体 が 認め られ た。 この抗 体 の存 在 は感 染 の 成立 を表 わ す も の と考 え られ、 本
研 究 で は発症(致 死)マ ウス と抗 体 陽性 マ ウス を合 わ せ て感 染 マ ウ ス と して
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表現 す るこ とに した 。
2.JEV腹 腔 内 接種 に対 す るマ ウス系 統 問差
つ ぎ に8系 の 近交 系 マ ウス の腹腔 内 にJEVを 接 種 し、そ の 感受 性 に系 統
問差 が あ るか否 か を調 ぺ た。 その 結果C3H/HeはID5凹 、LD5晒 共 に低 い値
を示 しだが 、C57BL/6、RR、KK、NCの4系 はID5gは 低 いがLD50は 高 く、
BALB!c、AA、ddYの3系 はID56、LD5g共 に高 い値 を示 した(表1)。
これ は 、近交 系 マ ウ ス に はC3H/Heの よ うに感 染 しや す く、発 症 しや す い
系統(第1型)、C57Bし/6の よ うに感染 しや す いが発 症 は し難 い系 統
(第2型)とBAしB!cの よ うに 感染 も発症 も し難 い系統(第3型)の あ るこ
とを示 す もの で あ る。
3.感 染経 過 にお け るJEV感 受性 の系 統 問差 の発 現段 階
体内 に侵入 したJEVは 、 まず 一般 諸 臓器 で増 殖 し、 ウ イル ス血 症 を起 こ
し、血流 を介 して脳 内 に侵 入 、増 殖 し脳 炎 を発 症 す る。 そ こで 、 その 経 過
に そ って接種 経 路 を変 えて 実験 を行 な い 、上述 の系統 間 差 が発現 す る感 染 の
段 階 を知 る こ とと した 。
まずC3H/He(第1型)、C57Bし/6(第2型)、AA(第3型)の3系 の 感
染 初 期 に お け るJEVの 動 態 を知 る ため 、腹 腔 内接種 後5El問 の 体 内 ウ イル
スの分 布 を調 ぺ 叛 。 その 結 果 、一 般 臓器 にお け るJEVの 分 布 には 系統
問 差 は認 め られ な い こ と・ ウ イル ス の血 中 への 出現 もC3聞/HeとC57Bし/6で
は同 様 に起 きるが 、血 中 か ら脳 へ の移 行 はC3H/Heで はも っ とも起 きや す い
こと、AAで は一 般 臓 器 か ら血 中 へ の移 行 が他 の2系 に較 べ 低率 で あ る こ
とを知 った(表2)。 これ は、AAの 発症 性 の低 い こ とはウ イル ス血
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症 を起 こ し難 い ことに よ るが 、C3H/HeとC57BL/6の 感 受 性 の差 は これ に
よ らな い こ とを示 唆 して い る。
そ こで 、懐 腔 内接 種 に よ りウ イル ス血 症 が み られ たマ ウスの脳 炎 発 症率 を、
C3WHeとC57Bし/6で 較 べ た とこ ろ、 前者 の そ れ は 明 らか に高率 で
(表3)、 静脈 内 接 種 に よ り人 為 的 に ウ イル ス血 症 を起 こ した場 合 の発 症
率 もC3H/Heが 高 い値 を示 した(表4)。 また 、両 系 の脳 内 接種 に対 す
る感 受性 には差 は認 め られ なか った(表4)。 これ らの成 績 は、両 系 の
脳炎 発症 性 の 差 は 、 ウ イル スが 血 中 か ら脳 内 へ侵 入 す る過 程 で生 じて い る こ
とを示 唆 して い る。
しか し、腹 腔 内 接 種 に よ るJEVの 脳 内 侵入 は感 染 初 期 に は両系 で 同様 に
起 きて い るこ と(表2)を 考 え る と、脳 炎発 症 性 の 差 は、 そ の後 の脳 内 で
の ウ イル ス増殖 の 差 に あ ると も思 わ れ た 。 これ と、腹腔 内 ・静脈 内 接種
時 の潜 伏期 は脳 内 接 種 の それ に較 らべ 長 い こ と(図1)を 考 慮 す る と、末
梢 接種 に み られ るC3H/HeとC57Bし/6の 感 受性 の差 は、 この潜 伏期 に獲 得 す
る免疫 の差 に よ る こ とが示 唆 され る。
4.JEV感 受性 と免 疫学 的 特性
この末梢 接 種後 の潜 伏期 に得 られ る免 疫 が 感 受 性 の系 統 問差 に関 わ るこ と
を確 かめ るだめ 、C3H川eとC57BL/6に 予 め 少 量 のJEVを 腹 腔 内接 種 し、
1週 後 の未 発 症 マ ウ ス に致死 量 のJEVを 脳 内 接 種 した と こ ろ、C3H/Heは
脳 炎発 症 を防 ぎ得 な か っ たが 、C57BL/6で は これ を 防御 す る強 い免 疫 の成 立
が 認 め られ た(表5)。 まだ 、 この免 疫 はC57BL/6で は腹 腔 内 接種1週 後
の 脾臓 細 胞 の移 入 で 明 らか に伝達 され た が 、C311ハeで の 伝達 は明確 には認
め られ な か った(表6)。 これ は第1型 と第2型 の感 受 性 の相 違 に細 胞
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性 因子 が関 与 す る こ とを示 して い る。
そ こで 、 つぎ にTリ ンパ 球 を欠 損す るC578し/6とBALB/c(第3型)の
ヌー ドマ ウス(nu/nu)と これ を有 す る同系 マ ウ ス(nu/+)にJEVを 腹腔
または静 脈 内 に接 種 して 、発 症 率 を 調 べ た とこ ろ両 系 ともnu/nuはnu/+
に較 べ 高 い発 症 率 を示 した 。 また 、 これ:を耐過 したnu/+はJEVの 脳 内
攻 撃 を よ く防御 しだ が 、nu/nuで は この よ うな免疫 は全 く得 られ なか った
(表7)。 これ は第2型 、第3型 の脳 炎発 症性 にTリ ンパ 球 が関 与 して
い る ことを示 して い る。 しか し、 末 梢接 種 に よ る発症 率 はnu/+で は両 系
同様 で あ ったが 、BAしB/cのnu/nuの 発 症率 はC57BL/6のnu/nuに 較 べ
著 し く低 く、BAしB/cはT細 胞 が欠 損 して も末 梢接 種 に よ る脳 炎発 症 率 に影 響
の 少 な い こ とが知 られ た(表8)。 これは 、第3型 の 抵抗 性 に占め るT
細胞 の 位 置づ け は第2型 よ り低 い こ とを示 す もの と思 わ れ る。
一 方 、腹 腔 内接 種 後 のC3H/HeとC57Bし/6の 血 清 中の抗 体 癌 を較 べ:ると、
C57BL/6で は高 い傾 向が あ り(図2)、 両系 の感 受性 の差 に は液性 免 疫
の 関与 もあ る こ とが 推 察 され た 。な お 、両 系のJEV感 受 性 の差 は免疫 機 能
の 未熟 な 幼若 時 に は発 現 しなか った。
5.JEV末 梢 接種 に おけ る脳炎 発 症 性 の遺伝 様式
前 述 の よ うにJEV末 梢 接種 時のC3H/HeとC57BL/6と の脳炎 発症 性 の差
は潜 伏期(内 臓 相感 染 過 程)で 獲 得 す る免疫 の差 に あ るが 、つ ぎに この形 質
の遺 伝 様式 を検 討 した 。
まず両 系 とそ の交 雑子 孫 に、JEVを 腹 腔内 に接種 した と こ ろ、F1お よ
びF1をC57BL!6に 戻 し交 雑群 したマ ウ スは、C57Bし/6と 同様 に低 い発
症 率 を示 した。 い っぼ う、F琶:をC3H/Heに 戻 し交 雑 したマ ウ スの発 症 率
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は、親系統の中間の値を示 し、また両戻 し交雑マウス問で は発症率に明 らか
な分離が認め られた(表9)。 っ いで、F置 同志の交雑によるF2を
加えて、腹腔内接種後の脳内攻撃に対す る発症防御能 の遺伝様式 を検討 した。
その結果、上の傾向はさ らに明瞭 とな り、交雑子孫の発症率 は、抵抗性が優
性の主働遺伝子に よって支配され るもの として算出 した期待発症率 とほぼ一
致 した(表10)。 この抵抗性は、性染色体 と関連 せず 、野性色の毛色
を決定す るa遺 伝子座(第2染 色体)と も連鎖 していなか った。
以上のように、腹腔内接種に よる脳炎発症抵抗性 と、腹腔内接種 後に形成
され る免疫に よ.る発症防御 が同様の遺伝様式 をとることは、両者が同 じ主働
遺伝子 に支配 されていることを示唆 している。 すなわち、免疫 による発症
防御能 は、JEVの 末梢接種 による初回感染においても働 くと考 え られ、前
節の結果 を考慮す ると、この主働遺伝子 はTリ ンパ球 に起因する防御に関与
しているもの と推察 され る。 また、液性抗体の産生能は一般 にボ リジー ン
の支配を受けると云われていることを考え るとこの免疫への抗体の関与は少
ないことが示唆 され る。
以上 、 マ ウス に お いてJEVの 末 梢 感染 に よ る脳炎 発 症 に対 す る抵 抗
性 に関 して 三 つの 異 った機 序 を もつ 系統 が 存 在 す る こ とが明 らか とな った
(図3)。
ひ とつ は、 優性 の 主 働遺 伝 子 に よ り支配 され る潜 伏期 に獲 得 され る細 胞 性
免疫 が 脳炎 の 発生 を抑 制 す る系統(第2型)で あ り、他 の ひ とつ は 、 この よ
うな機 構 を欠 く系統(第1型)で あ る。 第3は 、 こ の よ うな機 構 の ほ か に 、




表1JEV腹 腔 内 接 種 に対 す る




















































*250%感 染 量,log「 『ClDsg
表2 JEV感 受 性 の 異 な る3系 マ ウ ス の 臓 器 、 血 液 、
脳 に お け る感 染 初 期 の ウ イル ス動 態*
ウ イルA.一 般
系 統 供試 ス陽 性 臓 器 陽










































JEVは 、4.9TCID5g(log)を 腹 腔 内 接 種.*:C3H/Heお よ び ,
C57Bし ノ6に つ い て 毎 日5頭 、AAに つ い て は 毎 日3頭 ず つ 、 個 体
別 に 一 般 臓 器(肝 、 肺 、 心 、 腎 、 脾 、 腸 問 膜 リ ン パ 節 、 骨 髄)
か ら 、 接 種 後5日 間 ウ イ ル ス 回 収 を 行 っ た.*1:ウ イ ル ス 回
収 が い ず れ か の 部 位 で み ら れ た マ ウ ス の 数.
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表3JEV腹 腔 内 接 種 後 ウ ィ ル ス 血 症:を 起 こ し た
C3H/Heお よ びC57Bし/6に お け る 発 症 率*
系 統
*1ウ イル ス 発 症 数'


























*C3H川eとC57BL/6にJEVを 接 種6日 後 ま で 、
部 分 採 血 に よ り血 液 中 の ウ イ ル ス の 有 無 を 調 べ
た の ち 、 接 種 後3週 ま で 発 症 の 有 無 を 観 察 し た
*110gTCID56
a,b間 に は 有 意 差 を 認 む(pく0、05)
表4 C3H/HeとC57Bし/6のJEV静 脈 内 接 種
お よび 脳 内 接 種 に 対 す る感 受 性
接 種 系 統 供 試 発 症*LD5gIDsg























静 脈 内 接 種 、4.8～ 一1.2TqD56(log)を 接 種
脳 内 接 種 、1.9～ 一2.1TCIDso(108)を 接 種


































図1C3H/Heに お け るJEVの
悔 漁 緯 鋒 ・・よもう管Aだ 期 槍 い
表5 JEV腹 腔 内 接 種1週 後 のC3H/Heお よび
C57Bし/6の 脳 内 攻 撃 に対 す る抵 抗 性 の 差 異
系統 前 供試 生 存数 致死 潜伏 致死






























































































前 処 理:2.4TCIDso(lo9)を 腹 腔 内 接 種.攻 撃:腹 腔 内
接 種 の1週 後 に1.9TCID5g(log)を 脳 内 接 種.
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供試 生存 発症 生存*














JEVの1回 腹腔内接種後1週 の脾細胞 を2週 齢同系マウスの
腹腔内に移入 し、その2～4日 後にL9～0.4TqOso(log)の
JEVを 脳内に攻撃接種 した.零:発 症マウスに おける接種
後の致死 日数(平 均値±標準偏差)
表7JEV末 梢 接種耐 過 マ ウスのJEV
脳 内攻撃 防御 能 に対 す る













数 値 は 、 発 症 数/供 試 数.()内 は 百 分 率
nu/nu:ヌ ー ドマ ウ ス 、nu/+:正 常










接 種 後 日 数
JEVの 腹腔内接種後のC3H/Heお よびC57BL〆6に おけるHI抗 体価の推移






衰8C578L/6とBALB/cに お け るJEV
初 回 接 種 後 の 発 症 率 に 対 す る
















数 値 は、 発 症 数/供 試 数.()内 は百 分 率
nu/nu,nu/十:表




戻 し 交 雑 マ ウ ス のJEV腹 腔 内 接 種*
に 対 す る 感 受 性






























符 号 の 異 な る 群 問 に は 、 全 て の 組 合 せ で 有
意 差 の あ る こ と を 示 す.B6xF1:F1
をC57Bし/6に 戻 し交 雑 し た マ ウ ス.C3x
F1:F1をC3H/lieに 戻 し 交 雑 し た マ ウ
ス 。Flと 戻 し 交 雑 群 は 正 逆 交 配 を 含 む
表10 JEV腹 腔 内 接 種 で 生 ず るJEV脳 内 攻 撃(*)
に 対 す る防 御 能 の 遺 伝 様 式
マ ウ ス 接種 発 症 κ2期 待発 期 待値 と

































*:5.4TCIDsoqog):を 腹 腔 内 接 種 、5.9～ 一〇.l
TCID56(log)を 脳 内 接 種.*1:C3H/HeとC57BL/6の
発 症 率 を 期 待 値 と し二 項 分 布 か ら の 直 接 確 率 計 算 に よ る 、



























,務 r 、 調灘= 鴛i、i{ξ蓑5～… :織' 『
AA,BALB/c








0 1 2 3
週
感 染 の 経 過
図3 マウスのJEV感 染における抵抗性
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まず,供 試 ウイルスが強毒なことを確かめた後,こ れを8系 統の近交系マ ウスに腹腔内接種
し,マ ウスには感染も発症もし易い系統(第1型),感 染は し易いが発症し難い系統(第2型),
感染も発症もし難い系統(第3型)の あることを示 した。
っぎに,感 染初期の体内のウイルスの分布から,第3型 の発症 し難いのは他の2型 とは異なる
機序によるものと推察 した。また接種ルー トを変えた実験から第1型 と第2型 の発症性の相違は
末梢接種後の潜伏期に獲得する免疫の差によるものと推測 した。
そして,予 め末梢接種 した第2型 は脳内接種に強く抵抗すると,こ の抵抗性は脾細胞により伝
達されること,第1型 ではこの免疫を獲得し難いことを示 し,両 系の発症性の差には細胞性免疫
が関わることを明らかに した。また,第2型 と第3型 のヌー ドマウスを用いた実験から,両 系の
低い発症性にはTリ ンパ球が関与 していることを示す と共に第3型 の抵抗性に占めるτリンパ球
の位置づけは第2型 よりも低いものと推察した。
最後に,第1型 と第2型 の発症性について遺伝様式を検討 し,末 梢接種時の発症抵抗性 も,末
梢接種後に獲得する脳炎防御能も常染色体上の抵抗性を優性 とする1対 の主働遺伝子により支配
されることを示 し,第2型 の発症 し難いめはこの遺伝子の関わる丁細胞爾機能によるものと推察
した。
以上,著 者は日本脳炎ウイルスに対する抵抗性には三つの異なる機序をもつマウスの系統があ
ることをはじめて明らかにした。これは家畜微生物学はもとより家畜育種学にも貴重な基礎的知
見を加えたので,審 査員一同,著 者は農学博士の学位を授与するに値するものと認めた。
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